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Zusammenfassung: Mit den Nitrophenylmaltodextrinen stehen Substrate zur Verfügung, die für die -Amylase ein
kontinuierliches Meßverfahren mit einer Kinetik 0. Ordnung über mindestens 10 Minuten ohne Abweichungen von
der Linearität ermöglichen. Dabei ist nur ein Hilfsenzym notwendig. In der vorliegenden Arbeit wird die Praktika-
bilität und klinische Aussagekraft der -Amylase-Bestimmung mit p-Nitrophenyl-a-D-maltotetraosid untersucht. Die
interserielle Präzision von 0,84% kann dabei nicht über eine nur mäßige Korrelation zu bisherigen Methoden hinweg-
täuschen. Doch kann dies die Vorzüge nicht schmälern.
Studies on determinations ofa-amylase with p'nitrophenyl'OL-D-maltotetraoside
Summary: Nitrophenylmaltodextrins are -amylase Substrates which allow a continuous determination with a zero
order kinetics ovef a period of at least 10 min, without deviations from linearity. Only one auxiliary enzyme is
necessary. Practicability and clinical evidence ofa-amylase determinations by means of p-nitrophenyl-a-D-maltotetraoside
are demonstrated. The interserial precision of 0.84% cannot conceal an only moderate correlation with previous
methods. This fäct, however, does not negate the advantages.
'* b) Saccharogene Methoden, bei denen die Freisetzung
Die verschiedenen Methoden, die zur a-Amylasebestim^ reduzierender Zucker aus löslich gemachter Stärke am
mung im Serum entwickelt wurden, und von denen viele Verbrauch chemischer Oxidationsmittel oder die durch
im Routinelabor Verwendung finden, haben nicht nur Amylase gebildete Maltose durch gekoppelten enzyma-
zur Klärung von Krankheitsbüdern beigetragen, sondern tischen Test bestimmt wird.
auch durch ihre verschiedenen Substrate und Norm-
 c) Chromolytische Methoden, bei denen mit Farbstoff
bereiche, durch verschiedene Einheiten und durch unter- kovalent vemetzte, unlösliche Stärke in lösliche, ge-
schiedliche Störanfälligkeit, Genauigkeit und Spezifität färbte Spaltprodukte übergeht, deren Menge photome-
(1 -5) zu Verwirrung und Unsicherheit geführt. trisch bestimmt wird.
Neben türbidimetrischen und elektrophofetischen Mes- d) Methoden, bei denen molekular einheitliche Malto-
sungen (6), die vergleichsweise bedeutungslos sind, und dextrine mit 4-7 Glucoseeinheiten in a-1,4-Verknüp-
einem Radioimmunoassay (4) kann man die heute ange- fung zu Maltose abgebaut werden, die in einem gekop-
wandten Methoden zur -Amylasebestimmüng in 4 Grup- pelten Test enzymatisch bestimmt wird,
pen einteilen: Die -Amylasebestimmung mit Stärke als Substrat kann
a) Amyloklastische Methoden, bei denen der Abbau des wegen der unterschiedlichen molekularen Natur der
Substrats durch Abnahme der Viskosität oder der Stärkemoleküle je nach Herkunft und Art der Vorbehand-
Farbintensität des charakteristischen lod-Stärkekom- lung des benützten Präparates nie zu vergleichbaren
plexes gemessen wird. molekular interpretierbaren Ergebnissen führen. Dies
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gilt sowohl für die Abnahme der Farbe des lod-Stärke-
komplexes als auch die Zunahme der löslichen, kovalent
angefärbten Produkte oder der reduzierenden Gruppen.
Bei den anderen Methoden mit verschieden langen
Oligosacchariden resultieren wegen der unterschiedli-
chen Empfindlichkeit gegenüber der -Amylase unter-
schiedliche katalytische Aktivitäten und somit unter-
schiedliche Normbereiche (7). Deshalb sollte versucht
werden, die -Amylasebestimmung mit dem am besten
zu definierenden Substrat in definierten Einheiten
(U/l) (8, 9), und bei minimaler Störanfälligkeit der
Reaktion zu optimieren und zu standardisieren. Dies
erfordert die Erfüllung folgender Grundbedingungen für
ein empfehlenswertes Verfahren zur a-Amylasemessung
(10):
a) Gebrauch eines molekular definierten Substrats, das
in einem Reaktionsschritt zu molekular definierten
Reaktionsprodukten führt, die leicht gemessen werden
können,
b) Ein kontinuierliches Meßverfahren mit einer Kinetik 0.
Ordnung über mindestens 10 min ohne lag-Phase oder
andere Abweichungen von der Linearität,
c) Eine Sensitivität, die genaue Bestimmungen innerhalb
des normalen Aktivitätsbereichs erlaubt (bereits bei
30 °C, wie vorn Expert Panel on Standards der IFCC
empfohlen)*
d) Fehlende Interferenz durch endogene Glucose.
Gegenwärtig werden saccharogene kontinuierliche
fahren mit definierten Maltooligosacchariden in Test-
kombinationen zur Amylasebestimmurig in verschiedenen
Ausfuhrungsformen vorgeschlagen (11,12, 13).
Seit kurzem stehen nun Nitrophenylmaltödextrine zur
Verfügung, die vor allem die Bedingung b) besser zu
erfüllen erlauben (l, 14, 19). Diese Substrate werden
durch enzymatischen Glucosetransfer von a-Cyclo-
dextrin auf NitrophenylgluGpsid und chromatpgräphi-
sche Trennung des Reäktionsproduktes in die einzelnen
Verbindungen mit 2—7 Glucoseeinheiten hergestellt
(14). a^Amylase spaltet in ihnen die heterosidische
(^Verknüpfung zwischen Zucker und Nitrophenol und/
oder eine oder mehrere der a4 ^ -Verknüpfungen von
Glucpseresten (Gleichung l und 2).
0(0),
0-(0)n-OH + HO
-( ) —OH + ( ) -
= 1,4-verknüpfte Glucose im Substrat
(Gl. 1)
(Gl. 2)
Die direkte Freisetzung von Nitrophenol nach Glei-
chung l ist optimal mit o-Nitrophenyl-a-D-maltotriosid
und gut geeignet zur Amylasebestimmung in Drüsenex-
trakten und Sekreten (14). Für niedrige katalytische Ak-
tivitäten, wie sie in Serum und Harn vorliegen, wird die
wesentlich schnellere Spaltung nach Gleichung 2 be-
nützt, wobei Glucosidase aus den primär gebildeten
Produkten in der Indikatorreaktion das Nitrophenol
freisetzt. Zwar wird die Spaltung durch Amylase nach
Gleichung 2 mit zunehmender Kettenlänge schneller, in
gleichem oder noch höherem Maße nimmt aber die Ge-
schwindigkeit der Spaltung durch Glucosidase ab (15).
p-Nitrophenyl-a-D-maltotetraosid erfüllt beide Forde-
rungen: Es wird auch bei niedrigen katalytischen Akti-
vitäten in Serum und Harn genügend schnell von
-Amylase gespalten, und die beiden Hauptprodukte
p-Nitrophenyl-a-D-glucosid und -maltosid sind gute
Substrate des Indikatorenzyms -Glucosidase. Obwohl
das Verhältnis der Bildung von Glucosid und Maltosid
jeenach Amylaseart unterschiedlich ist (15), sind keine
exzessiven Mengen an -Glucosidase erforderlich, um
sicherzustellen, daß die Amylasereaktion geschwindig-
keitsbestimmend bleibt und pro Mol Substrat l Mol
Nitrophenol entsteht. Die Empfindlichkeit ist genügend
groß, um Normwerte in Serum und Urin bei Verdünnung
von 1:10 bzw, 1:50 in der Küvette zu messen. Liriearität
ist bei katalytischen Aktivitäten zwischen 5 U/l und
1000 U/l gegeben, wenn die Glucosidasemenge bei
0,5 U/Test liegt.
Ziel der vorliegenden Arbeit soll es sein, die Praktikabili-
tät und klinische Aussagekraft des Atnylasetests mit
/7-Nitrophenyl-a-Z)-maltotetraosid zu untersuchen,
sowie die Korrelation zu einer herkömmlichen und in
der Labörröutine häufig eingesetzten a-Atnylase-Bestim-
mungsmethode darzustellen.
Material und Methoden
Materialien
1. p-Nitrophenyl-a-/)rmaltotetraosid (K. WaÜenfels, Freiburg).
2. Triethanolamin/HCl-Puffer 0,05 mol/1 fiiethanolamin,
0,02mol/lCaCl2,pH7,6.
3. -Glucosidase (EC 3.2.1.20) 100 kUA (Boehringer Mannheim,
Mannheim). ,,
4. Ultra Zyme Plus® -Amyl (Harleco, Merz ft Öade, München).
5. EnzAmyl-K (Labordiagnpstica Goedecke, Berlin, Freiburg).
6. ßichromat-Analyzer ( 100) (Abbott, Langen).
7. Seren, Urine und Duodenalsäfte von Patienten und Blutspen-
dern der Universitätskliniken Freiburg. · ?
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Versuchsanordnung
1. Zur Bestimmung des Referenzbereichs wurden 156 Blutpro-
ben von Blutspendern 10 min bei 4000 min"1 zentrifugiert,
jedes Serum in ein verschlie bares Plastikgef dekantiert und
bis zur Analyse bei - 20 °C eingefroren. Diese Seren wurden am
ΑΒΑ 100 sowohl mit derp-Nitrophenyl-a-/>-maltotetraosid-
Methode als auch mit der Oligosaecharid-Methode (Harleco)
analysiert.
2. Seren von 17 Patienten mit der klinischen Diagnose „Pank-
reatitis" und 35 Seren, die bei der Routineuntersuchung mit der
Oligosaccharid'Methode erh hte α-Amy l se werte hatten, wurden
ebenfalls mit derp-Nitrophenyl-a-J0-maltotetraosid-Methode auf
dem ΑΒΑ 100 analysiert. Diese Seren wurden 2 Tage im K hl-
schrank aufbewahrt. War die Messung nicht innerhalb von 2 Ta-
gen m glich, wurden die Seren bei - 20 °C eingefroren. Vor-
untersuchungen hatten ergeben, da dabei keine signifikanten
Unterschiede der Enzymaktivit ten auftreten.
3. 55 rine, bei denen eine Untersuchung mit der Oligosaecharid-
Methode gefordert war, wurden mit p-Nitrophenyl-a-Z>-malto-
tetraosid auf dem ΑΒΑ 100 analysiert. Keine der Proben war
lter als 2 Tage.
4. Es wurden je 2 Proben Duodenalsaft von 15 Patienten im
Rahmen eines Sekretin-Pankreozymin-Tests untersucht. Dabei
wurde das Sekret mit einer Duodenalsonde quantitativ aufgefan-
gen und anschlie end die Enzymaktivit t bestimmt.
Methoden
1. Seren und Urine wurden mit Hilfe des p-Nitrophenyl-ot-D-
maltotetraosid als Substrat am ΑΒΑ 100 nach folgender Einstel-
lung bestimmt:
Calibrate Factor 1500 X Verd nnungsfaktor 41 X —
Temperature
Filter
Syringe Plate
Mode Selection
Reaction Direction
Analysis Time
Carousel Revolution
Decimai Point
Calibrate Factor
Zero
30 °C
450/415 nm
1:11
Rate
Down
5 min
4
000,0
1500 (durch Kalibrierung mit der manu-
eilen Methode ermittelt)
4000
Reaktionsgemisch
10 ml Triethariolamin/HCl Puffer
+ 10 mg p-Nitrpphenyl-
ά-jD-malt otetraosid
0,05 mol/1 Triethanolamin
0,02 mol/1 CaCl2
pH 7,6
OjOOl mol/1 p-Nitrophenyl-
a-/)-maItotetra sid
+ 200 μΐ α-Glucosidase (20 ) 2 kU/1
Der zweite Ausdruck wurde ausgewertet (erster Me wert nach
10 min), Messung gegen Reagenzienleerwert.
2. F r die α-Amylasebestiminung mit p-Nitrophenyl-OL-D-malto-
tetraosid im Duodenalsaft wurde folgende Einstellung am
ΑΒΑ 100 gew hlt:
In die ftobengef e wurden 150 μΐ einer Verd nnung (1:41)
gegeben aus
400 μΐ Human lbuiTiin (80 g/l)
+ 10 μΐ Duodenalsaft
Einstellung:
Temperature
Filter
Syringe Plate
Mode Selection
Reaction Direction
Analysis Time
Carousel Revolution
Decimai Point
30 °C
450/415 nm
1:26
Rate
Down
5 min
4
000,0
(Spritzenplattenwechsel) = 145364
(1454 wurde eingegeben, das Ergebnis
wurde mit 100 multipliziert)
Zero so nah wie m glich an 4000
Reaktionsgemisch
10 ml Triethanolamin/HCl Puffer 0,05 mol/1 Triethanolamin
0,02 mol/1 CaCl2
pH 7,6
+ 10 mg p-Nitrophenyl- 0,001 mol p-Nitrophenyl-
a-ZJ-maitotetraosid α-0-maltotetraosid
+ 300 μΐ α-Glucosidase (30 U) 3 kU/l
Auch hier wurde der zweite Ausdruck als Aktivit tsangabe aus-
gewertet (erster Me wert nach 10 min), Messung gegen Reagen-
zienleerwert.
3. Die Oligosaccharid-Mzthode wurde im Serum und Urin ent-
sprechend der Vorschrift der Hersteller (Harleco) am ΑΒΑ 100
durchgef hrt. Der Duodenalsaft wurde f r diese Methode 1:41
mit Humanalbumin (80 g/l) verd nnt.
4. Die Maltotetraose-Methode (Goedecke) wurde entsprechend
der Vorschrift der Hersteller ebenfalls am ΑΒΑ 100 durchge-
f hrt.
5. Manuelle tyethode f r den Test mit p-Nitrophenyl-a-jD-malto-
tetraosid als Substrat: Testzusammensetzung wie unter 1. f r
den ΑΒΑ beschrieben, allerdings bei Wellenl nge 405 nm
(e = 1395 m2/mol). Nach 10 min Inkubation wurden ber
5 min die Absorptionsdifferenzen pro Minute registriert.
Statistik
Der Auswertung der Ergebnisse liegen folgende statistische
Methoden zugrunde:
1. Mittelwert ± Standardabweichung (χ ± s)
2. Regressionsgerade (y = a + bx)
3. Korrelationskoeffizient (r)
Ergebnisse
I.Pr zision der verwendeten Analysenmethoden:
Die VK-Werte wurden jeweils in einer Serie mit 20 Wer-
ten am ΑΒΑ 100 bestimmt. Dazu wurde ein Serum mit
einer Amylase-Aktivit t im oberen Normbereich verwen-
det.
p-Nitrophenyl-a^-maltotetraosid-Methode VK 0,84%
x = 12,2 U/l
Oligosaecharid-Methode
Maltotetraose-Methode
VK9,3%
x = 96U/l
VK2,1%
χ = 32,9 U/l
2. 156 Blutspenderseren wurden mit p-Nitrophenyl-a-jD-
maltotetraosid auf ihre α-Amylaseaktivit t untersucht,
um einen Referenzbereich zu erstellen. Um diese Werte
mit einer bekannten, g ngigen Methode korrelieren zu
k nnen, wurden sie zus tzlich mit der Oligosaecharid-
Methode untersucht. Dabei stellte sich heraus, da der
vom Hersteller angegebene Normbereich von < 100 U/l
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deutlich niedriger liegt, wie die Ergebnisse der vor-
liegenden Referenzbereichsstudie zeigen:
n = 156 x = 65,6 U/l s = 26 U/l
Daraus ergibt sich f r die Oligosaccharid-Methode ein
Referenzbereich χ ± 2s von 14-117 U/l.
Tabelle l zeigt den Referenzbereich f r das p-
phenyl-a-Z>-maltotetraosid, der zus tzlich alters- und
geschlechtsspezifisch berechnet wurde. Die geringe Ab-
weichung des Bereichs der 41- bis 60j hrigen d rfte auf
eine Kleinere Anzahl von Untersuchungen zur ckzufuh-
ren sein. Ein Referenzbereich von 0—9 U/l (alters- und
geschlechtsunabh pgig) ergibt sich aus diesen Untersu-
chungen.
Tab. 1. Alters- und geschlechtsspezifische Referenzbereiche der a-Amylase, bestimmt mit der p-Nitrophenyl-a-^m ltotetrapsid-
Methode. Werte in U/l.
Alle
davon 9
davon d
18-20 Jahre
davon 9
davon <5
21-30 Jahre
davon 9
davon <5
31-40 Jahre
davon 9
davon d
4 1-60 Jahre
davon 9
davon o
n
156
47
109
30
4
26
• 87
33
54
20
4
16
19
6
13
X
4,5
4,7
4,4
4,4
5,2
4,3
4,4
4,5
4,4
4,4
4,6
4,3
4,9
5,6
4,5
δη
2,1
2,3
2,0
2,0
0,8
2,1
2,2
2,4
2,0
1,4
1,3
1,4
2,4
2,7
2,2
δη-ΐ
2,1
2,4
2,0
2,1
0,9
2,2
2,2
2,5
2,1
1,5
1,5
1,5
2,5
3,0
2,2
Σχ
698,2
220,7
477,5
132,6
20,6
112,0
385,6
148,0
237,6
87,2
18,4
68,8
92,8
33,7
59,1
Σχ*
3820,6
1291,9
2528,7
709,5
108,3
601,2
2127,6
858,4
1269,2
420,6
91,7
328,9
562,8
233,4
329,4
s*
4,4
5,8
4,0
4,4
0,8
4,8
4,8
6,3
4,4
2,3
2,3
2,3
6,3
9,0
4,8
χ -2s bis
0,3
0
0,4
0,2
3,4σ
0
0
0,2
1*4
1,6
1,3
0
0
0,1
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
bis
X ± 2s
-8,7
9,5
8,4
8,6
7,0
8,7
8,8
9,5
8,6
7,4
7,6
7,3
9,9
11,6
9,9
Der Vergleich der Ergebnisse der p-Nitrophenyl-a-Z)-
maltotetraosid-Methode mit denen der Oligosaccharid-
Methode stellt sich wie folgt dar:
Regressionsgerade y = - 0,25 + 15,9 χ
Korrelationskoeffizient r = 0,84 (siehe Abb. 1)
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Der Vergleich der Ergebnisse der p-Nitrophenyl-a-Z)-
maltotetraosid-Methode mit denen der M ltotetra se-
Methode stellt sich wie folgt dar:
y = 2,71+0,47 χ
r = 0,87 (siehe Abb. 2)
0 2 4 6 θ 10 12
α-Amylase (p-Nitrophenyl-arjD-maltotetraosid-Meth de) [U/l]
Abb. 1. Korrelation (r = 0,84) zwischen der p-Nitrophenyl-ά-
D-maltotetraosid-Methode und der Oligosaccharid-
Methode zur Bestimmung der α-Amylase in Seren
gesunder Probanden (n = 152).
120
100
80
5 60
40
20
Ο 20 40 60 80- 100
α-Amylase (/?-Nitrophenyl-a-/)-maltotetraosid-Methode} [U/l]
Abb. 2. Korrelation (r = 0^87) zwischen« der p-Nitrophenyl-a^D-
maltotetraosid-Methode und der Maltotetraose-Methode
zur Bestimmung der α-Amylase im'Serwn (n = 66).
i
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Für die Urine wurde keine Referenzuntersuchung durch-
geführt. Ein Referenzbereich wäre sehr wenig aussage-
kräftig, da sich der Uringehalt an a-Amylase an zu vielen
unterschiedlichen Kenngrößen orientiert (a-Amylase-
aktivität im Blut, Größe der renalen Kreatinin-Clearance,
Größe der tubulären Reabsorption, Serumlysinkonzen-
tration als Ursache einer Hemmung der tubulären Pro-
teinrückresorption (16) etc.). Die Vergleichsuntersuchun-
gen hatten folgende Ergebnisse (Abb. 3):
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Substrat Amylase
(U/l) (U/l)
p-Nitrophenyl-a-jD-maltotetraosid 53 53 38,7
Oligosaccharid 53 318,1 292,6
Regressionsgerade
Korrelationskoeffizient
y = - 5,2 + 6,Ix
r =0,81
_L l l l J_ l L l l l l
20 40 60 80 100 120 140 160 180
-Amylase (p-Nitrophenyl-a-Z^-maltotetraosid-Methode) [U/l]
Abb. 3. Korrelation Qr = 0,81) zwischen derp-Nitrophenyl-a-Z)-maltotetraosid?Methode und der Oligosaccharid-Methode zur
Bestimmung'der a-Amylase im Urin (n = 53).
3. Die Duodenalsäfte stammen von Patienten mit exq-
kriner Pankrea^suffizienZj Lambliäsis oder Papillitis
stenosans. Proben von gesunden Probanden wurden
nicht gewonnen,-Weswegen ein Referenzbereich nicht
erstellt werden konnte. Wiederum wurde die/?-Nitro-
phenyl-a-D-maltotetraosid-Methode mit der Oligo-
saccharid-Methode korreliert (Abb. 4):
Substrat Amylase
(U/l) (U/l)
p-Nitrophenyl-a-0-maltotetraosid 28 14152 6443
Oligosaccharid 28 94129 51678
Regressionsgerade
Korrelatipfiskoeffizient
y = - 18521 + 7,96x
r = 0,995
0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8 2 0 2 2 2 4
-Amylase (p-Nitrophenyl-a-Z>-maltotetraosid-Methode) [U/IJ
Abb. 4. Korrelation (r = 0,995) zwischen der p-Nilrophenyl-o{-/)-maltotetraosid-Methode und der Oligosaccharid-Methode zur
Bestimmung<der -Amylase im Duodenahaft (n = 28).
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4. Typische Verläufe von -Amylaseaktivitäten im Se-
rum bei verschiedenen Formen von Pankreatitiden sind
in Abbildung 5 zu sehen. Es zeigte sich in 100% der
klinisch gesicherten Fälle akuter Pankreatitiden oder
akuter Schübe chronischer Pankreatitiden im Serum
eine meist weit über der Norm von 9 U/l liegende
Aktivität. Es wurde auch in keinem Fall ein „normales"
Ergebnis beobachtet, wo mit der Oligosaccharid-
Methode eine Erhöhung angezeigt worden wäre.
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Abb. 5. Verläufe von -Amylase-Aktivitätsmessungen mit der
/7-Nitrophenyl-a-D-maltotetraosid-Methode bei ver-
schiedenen Formen der Pankreatitis.
Hämorrhagisch-nekrotisierende Pankreatitis.
— Akute nekrotisierende Pankreatitis.
Akuter Schub, Alkohol-Pankreatitis.
Nekrotisierende Pankreatitis bei Limgenembolie.
Andererseits fanden sich bei verschiedensten Erkrankun-
gen des Gastrointestinaltraktes ohne gesicherte Pank-
reasbeteiligung in 30% leicht über die Norm angeho-
bene Erhöhungen der -Amylaseaktivität mitp-Nitro-
phenyl-a-D-maltotetraosid, wo die Oligosaccharid-
Methode unauffällige Werte lieferte. Es handelt sich
hierbei um Erkrankungen wie Ösophagus-Ca, Magen-
perforation, stumpfes Baüchtrauma, Ülkusblutung, Ma-
gen-Ca, Mesenterialinfarkt oder Enteritis. Derartige Be-
funde wurden bei diversen Methoden immer wieder
beobachtet und beschrieben (17).
Diskussion
In der Vergangenheit wurden viele Methoden benutzt,
um -Amylaseaktivitäten in den Körperflüssigkeiten zu
messen. Diese Methoden waren zumeist zeitraubend, da
bei vielen von ihnen Erhitzen, Zentrifugieren, Filtrieren
und Inkubation vor dem Beginn der eigentlichen Mes-
sung standen, um vor allem spätere Interferenzen mit
endogener Glucose auszuschalten.
Es kommt des weiteren zu unüberwiiidbaren Ungenauig-
keiten bei Methoden, -mit denen die Reaktion — z.B.
die Stärkespaltung — zu mehreren Produkten fuhrt, die
ihrerseits Substrate der -Amylase sind. Bestimmungen
müssen zudem unbefriedigend sein, bei denen die Reak-
tion nicht linear verläuft oder abgestoppt werden muß.
Der nicht lineare Verlauf kommt z. B. bei den stärke-
spältenden Methoden dadurch zustande, daß ein großes
Stärkemolekül im Laufe der Zeit in viele kleinere, besser
angreifbare Fragmente zerlegt wird. Die starke Erhö-
hung der molaren Substratkonzentrationen am Anfang
des Reaktionsablaufes führt zu Aktivitätsschwankungen
der Amylase; eine Auswertung iri U/l ist demzufolge
nicht möglich.
p-Nitrophenyl-a-D-maltotetraosid kann in dieser Hin-
sicht als ein ideales Substrat gelten, da es
1. von der -Amylase direkt zu p-Nitrophenyl**-Z)T-
glucosid bzw. -mältösid gespalten wird. Es entstehen
durch die ämylatische Spaltung daher keine neuen Sub-
strate der Amylase.
2. die Bildung von Glucose und NADH nicht gemessen
wird, wodurch die Präinkubation und die Interferenz
mit endogener Glucose wegfallt. Bei der Urinänälyse
fällt deshalb auch die Störung durch NADHUnhilntoren
weg;
3. kontinuierlich gemessen werden kann; die lineare Phase
erstreckt sich über 20 min;
4. das Substrat kühl und dunkel gelagert mehrere Monate
haltbar ist.
Einen Nachteil bildet die lag-Phase, die mit verschiede-
nen Mengen an -Glucpsidase und p-Nitrophenyl-ä-D-
maltotetrapsid im Testansatz untersucht wurde und je
nach Kombination der beiden Substanzen zwischen 6
und 11 min liegt. Sie bedeutet aber bei dem verwende-
ten Analysenverfahren keine zeitliche Einbuße, da erst
nach 10 min der erste Wert gemessen wird.
Die nicht sehr gute Korrelation von 0^84 zwischen den
mit p-Nitrophenyl-a-rD-maltotetraosid und Oligosaccha^
rid ermittelten Amylase^Werten der Blutspenderseren
ist darauf zurückzuführen, daß unter physiologischen
Bedingungen in „normalem" Serum die Amylase zu
35-50% dem Panfcreäs entstammt, und der Rest, also
mehr als die Hälfte, aus den Speicheldrüsen kommt. Pa
bei Oligosaccharid^Methode und derp-Nitrpphenyl-a-Z)-
maltotetraosid^Methode die Spezifitäten für Pänkreas-
amylase und Speichelamylase unterschiedlich sind (15),
muß es entsprechend den {Schwankungen der Speichel-
isoenzyme an der Gesamtfräktiori zu unterschiedlichen
Amyläse-Verhältnissen aus p^Nitrophenyl^a-iD^nialtQ-
tetraosidr und Öligosaccharid-Methp4e kommen, die
sich schließlich in einem nicht sehr höhen Korrelations-
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koeffizienten äußern. Diese Erklärung wird dadurch
unterstützt, daß sich bei den Seren, wo die Oligosaccharid-
Methode mehr Speichel-Isoenzyme anzeigt als die
p-Nitrophenyl-a-Z)-maltotetraosid-Methode, ein Amylase-
Verhältnis Oligosaccharid- p-Nitrophenyl-a-jD-malto-
tetraosid-Methode von 7,9 ergibt; während dieses Ver-
hältnis in den Duodenalsäften, wo beide Substrate nur
Pankreasamylase nachweisen, bei 6,1 liegt. Auch der Kor-
relationskoeffizient zwischen Oligosaccharid- und
p-Nitrophenyl-a-JD-maltotetraosid-Methode steigt bei
den Duodenalsäften auf 0,995.
Eine weitere Erklärung der relativ schlechten Korrelation
ergibt sich aus der nicht optimalen Präzision der Oligo-
sacchärid-Methode mit einem VK von 9,3%.
Bei der Korrelation mit der Maltotetraose-Methode, die
eine Präzision mit einem VK von 2,1% hat, ist der Kor-
relationskoeffizient r = 0,87.
Die schlechte Korrelation zwischen den mit Oligo-
saccharid- und , -Nitrophenyl-a-jD-maltotetraosid-
Methode ermittelten Amylase-Werten bei den Blutspen-
derseren kann die Vorzüge von p-Nitrophenyl-a-D-malto-
tetraosid als Substrat nicht schmälern. Dieses Substrat
ist aus klinischer Sicht vor allem zur Analyse von Amylase
im Serum geeignet, was die untersuchten Pankreatitis-Se-
ren zeigen. Die gezeigten Schwankungen der a-Amylase-
werte sind hier typisch für den klinischen bzw. patho-
biochemischen Status und das Stadium akuter Pankreas-
erkrankungen.
Bei den Urin-Untersuchungen ergibt sich mit 0,81 eben-
falls kein optimaler Korrelationskoeffizient. Jedoch
muß gerade hierbei in Betracht gezogen werden, daß bei
der Oligosaccharid-Methode die Absorption von NADH
gemessen wird. Im Urin gibt es aber viele Inhibitoren
für die Reaktion mit NADH. Diese Störfaktoren fallen
beim -Amylasetest mit p-Nitrophenyl-a-J9-maltotetra-
osid weg (2). Da sich klinisch die a-Amylasebestimmung
mit p-Nitrophenyl-o:-/)-maltotetraosid als relevante Labor-
methode herausstellt und andere -Amylasetests mit
definierten Substraten unter dem Nachteil vieler Hilfs-
enzyme, langer Inkubationen, Interferenzen mit endo-
gener Glucose, Störungen NADH-abhängiger Reaktionen
und andere Methoden unter nicht klaren Substrat-Spal-
tungsverhältnissen leiden, kann die geprüfte Methode als
eine gute, da standardisierbare Methode für die a-Amy-
lasebestimnjung angesehen werden, der die Chancen
einer optimierten Standardmethode eingeräumt werden
müssen.
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